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論 文 の 内 容 の 妻 旨  
（目的）   
胆道癌は，早期発見がきわめて困難なため，臨床的な診断，治療技術の進歩にもかかわらず，その予後はきわ  
めて不良である。胆道痛の予後改善のためには，診断，治療技術の開発，およ－び，臨床病理学的な特徴の把撞，  
のみならず，その発生や進展のメカニズムに関わる遺伝子の異常を明らかにしていくことが重要である。一方細  
胞周期の調節に関与する遺伝子群の中でも♪16Ink4／Ca打Ⅳ2や♪15Ink4B／〟丁ざ2はサイタリン依存性キナーゼ4  
（CDK4）によるRb蛋白質のリン酸化を阻害することでGlからS期において細胞周期の調節に関与しており，  
これらの遺伝子異常は癌細胞における無制限な増殖機構に関与している可能性が高い。そこで本研究では胆道癌  
の発生，進展に関する遺伝子変化を明らかにするために，これら二つの遺伝子に注目し，さらに多くの臓器痛に  
おいて，最も高頻度に異常が報告されている癌抑制遺伝子である♪53遺伝子や，膵癌で高頻度にその異常が報告  
されているがん遺伝子であるk－raS遺伝子とともに，これらの異常を解析した。  
（対象と方法）   
ヒト胆道癌新鮮標本25例（胆道癌10例，肝門部胆管癌8例，肝内月旦管癌3例，中下部胆管癌，乳頭部癌，各2  
例）および細胞株4株（牌管痛2株，胆嚢癌2株）を用いた。これらの親．織や細胞からDNAを摘出し，少  
16Ink4／Cか∬Ⅳ2および♪151nk4B／〃T52遺伝子の欠朱をポリメラーゼチェインリアクション（PCR）法を用いて検  
索し，欠失の認められなかった症例については，その点突然変異をダイレクトシークエンス法を用いて検索した。  
kィasおよび少53遺伝子の点薬然変異の検索には，PCR－シングルストランドコンフォメ岬ションポリモルフィズ  
ム（SSCP）法とダイレクトシークエンス法を観み合わせて用いた。また夕16Jnk4／CD＆Ⅳ2およびタ15h掴丑／加Tざ  
2遺伝子の近傍のマイクロサテライトINFαとD9S171を用いて，9p2ト22領域におけるヘテロ接合性の喪失  
（lossofheterozygosity，LO‡‡）の検索を行った。  
（結果と考察）   
タ16Ink4／Cか脚2遺伝子の点突然変異は胆道痛切除例25例中16例（64別 と効率に認められた。特に胆嚢癌に  
おいては10例申8例（80％）と高額度に点突然変異が検出きれ，これは食道癌，膵癌，脳腫瘍などで報告きれて  
－265－   
いる力16I幽／c脳N2遺伝子の点突然変異頻度と比較しても，さらに高い頻度であった。また，肝門部胆管癌で
は8例中5例，肝内胆管癌3例中1例，中下部胆管癌，乳頭部癌，それぞれ2例中1例ずつに点突然変異が検出
された。μ“k4B／〃∬2遺伝子の点突然変異はすべての症例で検出されず，k－ras，ク53遺伝子の点突然変異は
それぞれ25例中1例ずつしか認められなかったことから，胆道癌の発癌においてはク15Ink4B／MT∫2および
虻一ras，ρ53遺伝子よりも，むしろク16工nk4／Cり鮒2遺伝子の不活化が関与していることが示唆された。今回検出
されたク16Ink4／ωKN2遺伝子の点突然変異はすべて片側のアレルのみであったため，突然変異のないアレルの
欠失を検索するため，INFαとD　g　S17五のローカスでマイクロサテライトLOHの解析を行ったが，コドン66に
点突然変異を有するユ例でLOHが認められただけだった。この結果は，点突然変異のないアレルでは，メチル
化などの別のメカニズムによる遺伝子の不活化機構が存在することを示唆している。一方，胆遣癌，胆嚢癌の細
胞株を用いた検索ではグ6玉nk遂／ω舳2遺伝子は4株中3株で，力15Ink4B／〃τ∫2遺伝子はすべての株で欠失して
いた。カヱ6Ink4／ω舳2遺伝子の欠失していなかった細胞株では，〃6正nk4／cD舳2遺伝子の点突然変巽も検出さ
れないが，ク53遺伝子の点突然変異が検出され，4株の細胞株すべてにいずれかの遺伝子変異が認められた。
　本研究により，胆道癌の発癌増悪に深く関与する癌抑制遺伝子の侯補として新たにク16Ink4／α）KN2遺伝子が
提示された。μ6玉nk4／α）KN2遺伝子やク15Ink4B／〃T∫2遺伝子は胆道癌ばかりでなく卵巣癌などでも欠失を主と
した不活化が報告されており，これらの癌抑制遺伝子の不活化のメカニズムを解析していくことによって，これ
らの難治性癌における発癌悪性化の分子機構が明らかになると考えられる。
審査の結果の要旨
ク16－nk4／cD鮒2遺伝子や力15Ink48／〃T∫2遺伝子は細胞周期の制御にかかわる重要な遺伝子としての位置づけ
のみならず，ヒト癌の癌抑制遺伝子としての評価もされてきている。本論文ではこれらの細胞周期制御遺伝子の
異常を，最新の遺伝子異常の解析法を駆使して，早期発見の難しい，かつ悪性度が高く予後の悪い癌である胆道
癌において解析した。この結果，特にク16I日k4／α）鮒2遺伝子異常が，解析したほとんどの胆道癌，胆嚢癌の細
胞株に，また半分以上のヒト胆道癌症例においても発見された。50％を超える点突然変異の頻度はこの遺伝子異
常が胆道癌の発癌悪性化に何らかの役割を果たしていることを予測させる。これらの成果は，ク16Ink4／ωKN2
遺伝子が胆道癌の発癌増悪機構に関わる癌抑制遺伝子の重要な侯補の一つであることを示している。今後，胆道
癌発癌，悪性化におけるク16Ink4／α）洲2遺伝子産物の機能を，蛋白レベルでも研究していくことが望まれる。
なおこの研究は五995年のCancer　Research55：2756－2760に発表されている。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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